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論 文 内 容 要 旨
は じめに
細菌 のゲノムは1本 の環状染色体か ら構成 され る とい うのがかっては一般的な見解 であった が、現
在 では生育 に必須 の遺伝子 が2本 以上の染色体 上に担 われ るゲノム構成 を持つ細菌株 が特殊で はない
ことが判明 して きた。細菌 がこのよ うな複数 染色体 を持つ こ との意 義やその成立過 程は定かでは ない
が、ゲ ノム レベルで の遺伝子 の様 々な再編成 化 を通 じて 、容易 に生育環境 変動に対応 してい ることの
表れ のび とっである と考え られている。βπ7勅014θr'ση7㍑1∫fvorθη3ArCC17616株 はゲノムが3.4Mb,25
Mb,0.9Mbの3種 の環状染色体(以 下ChLI、ChLII、ChrIIIと 略)か ら構成 され 、∂}7姐と 珈σ1(が
異 なる染色体上 に存在す ることが当研 究室 にお いて見出 されてい る。本研 究で は第一に、ATCCl7616
株 ゲノムにmin卜Tn5誘 導体であ るTn躍b4RTp'で 挿入変異 を導入 し、栄養 要求性変異遺伝 子の同定 と
変異部位 のゲ ノム上での位 置決定 をお こない、機 能的なア ミノ酸生合成遺伝子群 を解析す るこ とで、
各染色体 の重要性について検討 した。
一方
、鉄 は細菌 を含 むほ とん どの生物 にとって必須の元素であるが、細胞 内鉄濃度 の過度の上昇 は、
好気的条件下 では、酸素 ス トレスに よ り細胞内のDNAや 脂 質等 に深刻 なダメー ジを与 える。す なわ
ち、細胞内鉄濃度 の恒常性維持は、生物の基本的生命活動 の維持に関わ る重要な問題である。例 えば、
多 くの細菌種 において細胞内鉄濃 度 の恒 常性維 持 は、Furと 呼ばれ るグローバル な転写 レギュ レー タ
ー タンバ ク質に よって管理 され ている。 非常 に多種 の遺伝子 がFurの 支配 下にあ り、活性酸素消去系
や糖 代謝、病原性等 の発現 も鉄情報伝達 系に応 答 して変化す る。 そこで本研 究では第二 に、あ る環境
変化 に対 し恒常性維持 のた めに どのよ うな応答 を して いるの かゲノム生物 学的観 点での解 明を 目的 と
し、ArCC17616株 の鉄環境応答遺伝子群 の包括的な発現調節様式の解析 を行 った。
第1章 栄養要求性 変異株の単離
ATCC17616株 のゲノム構造 を明 らか とす るた め、 トランスポ ゾン挿入 突然変異株 の取得 とそ の解
析 を 行 っ た 。 プ ラ ス ポ ゾ ンpTnMo4RTp'(図 り をArCCl7616株 に エ レ ク トロ ボ レー一シ ョン 法 に よ
り導入 し トリメソプ リム耐性株 を選択す ることで、計5,102株 のTnMo4RTp挿 入突然変異株 を取得 し
た。 このTl1Mo4RTp'挿 入突然変異株群 中か ら、 コハ ク酸 を炭素源 として加 えたM9最 小培 地上での
生育が不可能 となった ものを栄養要求性突然変異株 としてLeakyな もの を含めて46株 選抜 した(表
J4
2パ ル ス フ ー ル ドゲ ル 気".に よ る'求 性 亦 ゲ ノ ム 上 のmini.Tn5入 立 立の 辱{
パル スフィール ドゲル 電気泳 動(PFGE)に よ りゲノム上 のmini-Tn5挿 入部位 を決定 し、栄養要求
性 遺伝子 の分布 を明 らか とした。 まず細菌の23SrRNA遺 伝子 を切断する制限酵素1-Cε μ1と、Pσolや
酬・σ1を組 み合 わせたPFGEに よって5コ ピーの η"オ ペロンの詳細 な位 置 を決 定 した。即olとPαoI
で切 断 したPFGEが 全 く同 じ制限パ ターンを生 じた6つ の ヒスチジ ン要求性突然変異株 ではmini-Tn5
の挿入部位 が非常に近接 したChLI上 の0.47Mbの 翫 αLPσol断 片内に存在 していた(図2)。Ieakyな
トリプ トファン要求性突然変異株BTI41で は、野生型ChLII上 に位置する270kbのPool断 片内に
mini-Tn5が 挿入 された(図2)が 、BTI24に 代表 され る残 り6株 の トリプ トファン要求性突然変異株
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では、mini-Tn5はChrI上 の0.56MbのPθol断 片 に極めて近接 した2.2MbのPρoI断 片 にマ ップ され
た(図2)。 リジ ン要求性突然変異株BTI22で は、ChMI上 の野生型 では0,44MbのPool断 片 にmini-
Tn5が 挿入 された(図3)。 アルギニン要求性 のBT133で も、mini-Tn5がChLII上 の0,96MbのPαd-
1-Cα'1断片 内に位 置す ることが判明 した(図3)が 、同 じアル ギニ ン要求性 のBTI29で は05Mbの 翫 α1
断片 から0.25Mb時 計 回 りの位 置にmini-Tn5が 存在 した(図4)。 同様 のPFGE解 析に より、そ の他
の栄養i要求性突然変異株 について も解析 した(図4)と ころ、それ らの変異 は全てChLI上 に位置 し
て いた。
第3章 栄養要求性変異株の栄養要求性遺伝子の解析
栄養要求性遺伝子 にっいて詳細 な解 析を行 った。 またそれに伴 い、mini-Tn5の 挿入 を うけた遺伝子
が予想 され る機能 を持 らてい るかを、(a)当 該野生型遺伝子 の再 破壊株の作製 、(b)野 生型遺伝子 を
担 うプラス ミ ドに よる変異株の遺伝 的相補 実験 に よ り確認 した。 また、挿 入変異遺伝子近傍 の野生型
遺伝 子に 関 して も同様マ)方法 で機 能 を明示す る とともに、ゲ ノム あた りの各 遺伝子 の コ ピー数 を、
10w-st面gencyの サザ ン解析 によ り検討 した。
5株 の ヒスチジ ン要求性突然変異株のmini-Tn5はChLI上 の約4.lkbのDNA領 域内に集 中 してい
●
た(図5A)。 この領域 には、17'5G一傭D一 傭C一 傭 β一〇卵 一傭 厚 ノ1'3沙傭 π 乃15み傭 彦oヴ2の 】1遺伝子 が
同方向に存在 していた。BTI41以 外 の6株 の トリプ トファン要求性突然変異株 ではChrI上 の34kb
の領域 内に挿入 変異が確認 され 、本領域 には、 トリプ トファン生合成 に関わ る4遺 伝子、妙E、 〃アG、
吻D、 ∫1アCがク ラス ター をな して存在 していた(図5B)。Ieakyな トリプ トファン要求性 突然変異株
BTI41のmini-Tn5は 、ChrIIのo乏 ブ5に挿入 されてお り、その下流DNA断 片 上に ∫1ア瓦11アβ,∫胆4が 存
在 した(図5C)。 ⑫1孔砲 β 遺伝子破壊株 は トリプ トファン要求性 の表現型 を示 し、吻 瓦 吻 β,ヵ朔 は
実際 に機 能 して いると結論 した。01ヅ5の 上流 には、推定の ノ甜CDβ 遺伝子 と054遺 伝子 が存在 してい
たが(図5C)、 さらにこれ ら遺伝 子 も予想機 能 を有 してい るこ とを確認 した。アル ギニ ン要求性 突然
変異株BTI29とBTI33で は、それぞれ アル ギニン生合成経路の、01gHと α1gGに 変異が導入 された
(図5DE)。 一方 リジン要求性架然変異株BTl22で は、 リジン生合成遺伝子 加オ に変異 が導入 され
て いた(図5F)。 α1gGと ヶ詔 に関 しては再度遺伝 子破壊 を行 い、それぞれアル ギニ ン とリジン要求
性 にな るこ とを確 認 した。 その他 の栄養 要求性 突然変異 と して11帽 、'1vC、g1沼 、1ηθ超、脚N、 肋くア
への挿入 変異 も見 出 され たが、それ らも含 め多 くのア ミノ酸生合成 遺伝 子は3 .4Mb染 色体上 に存在
した。 これ らの解析 によ りATCC17616株 は3.4Mb染 色体上にア ミノ酸合成関連 の遺伝子群 を多数有
してい るが、2.5Mb染 色体 にも数多 くのア ミノ酸生合成 関連遺伝 子群 が重複 化やpseudogene化 す る
ことなく存在する とい う他細菌種 にない特色 が見出 された。(図6)。
4鋤 佃系 然亦 の 質とその 刀
細菌が生産す るシデ ロフォア(図7)はCAS(ChromeAzurolS)培 地上 で、細 菌周辺 にオ レンジ色
のハ ロー を形成 さサ る(図8)。CAS培 地上で のハ ロー形成能 を指標 に、鉄獲得 系の表現型 が変化 し
たTn〃 ∂4RTp'挿 入変異株 を選抜 した。突然変異株BTI63(β'r)は 、CAS培 地上で野生型の約2倍 の
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大 き さのハ ロー を形成 した(図8)。 突鉢 変異株BTI75(ρv`の)とBTI90(ρv4D)は ともに、全 くハ
ローを形成 しなかった。BTI63に 野生型 伽 を持つpKOM46を 導入す る と、CAS培 地上 でのハ ローの
形成能な らび に培養 上清のCASactivi{yと もに野生型 レベル に復帰 した。また、BTI63は 野 生型 に比
べ菌体外 リパ ーゼ活性 が低下 していた(表2)。 さらにBT163で は、多数の炭素化合物 に対 して も資
化能 を失 うとい う他細 菌にはみ られ な い特徴 が見出 され た(表3)。 多 くの細菌種 にお いてFurは 活
性 酸素消去系酵 素の発現 を活性化す るこ とが知 られ てい る。BT163は 、過酸化水素な らび にスーパー
オキシ ド発生物質で あるParaquatに 対 しての感 受性 が野生型 よ りも顕 著に上昇 して いた(表2)。 そ
こでBT163の 活性酸 素消去 系の酵素 をそれ ぞれ活1生染色 法に よって検討 した ところ、SODの 酵素活
性 は、漁r変 異 によ り低下 して いた(図9)。 ペルオキシダーゼの酵素活性 もまた声ア変異株で低 下 し、
いずれ も野生型卿rを トランスに供給す ることで活性は回復 した(図10)。
第5章Furに よる遺伝子発現調節機構の解析
Furに よるSOD酵 素活性化機構の詳細 な解析 を行 った。304遺 伝子 のdegeneratedphmersetを 用 い
たPCRに よってFe-SODを コー ドする50詔 のみ がATCCl7616株 ゲノムか ら増幅 され、臨 一SODを
コー ドす る50嗣 は増幅 され なかった。また、50`沼はモ ノシス トロニ ックであることが示唆 された。Fur
に よる遺伝子発現活性化機構は、2002年 にsRNAを コー ドす る1ソ7β 遺伝子を介 した二重抑制機構 が
大腸菌で提示 された。またそれ以前に、大腸菌 卿ア変異株 では80`沼 遺伝子 のmRNAの 安定性 が低下
す ることが知 られていた。本研 究で用いたArCCI7616株 で は野生型 に比べ、漁ア変異株 では80`沼 の
mRNAが 低 下 し、SODの 酵素活性 レベルを反映 していた(図11)。 また リフ ァン ピシンに よる転写
.開 始阻止後の50`沼mRNAの 相対 的な量 を検討 したが、画ア変異株での504BfnRNAの 安定性の著 しい
低 下はみ られなかった。 そ こで504β の発現 量に影響 を与 える因子 を同定す る系 を構 築 した。5α沼 プ
ロモー ター領域 と1αoZ遺 伝子 の転写融 合体 を持つプ ラス ミ ドpKOM51を 構築 し、大腸 菌Hl673株
伽r::Tn10)に 導入 した。Hl763(pKOM51)の お 一ガラク トシダーゼ活性 は、∫1z7η5に供給 した大腸菌'γ昭
によ っても全 く変化 しなかった(図12)。 最近 飽 趣ε吻 属細菌 において、Furに よ り活性 化 され る50詔
を含 む 複 数 遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー 領 域 にFurが 直 接 結 合 す う とい う結 果 が 報 告 され た 。
HI763(pKOM51)にATCC17616株 のFurを ∫ro粥に供給す る とβ一ガ ラク トシダーゼ活性 が8倍 以上、
上昇 した(図12)。 従って、ATCC董7616株 にお いてもFurが 直接5048プ ロモーターか らの転写を
活性化 している可能性 が強 く示唆 された。
ま とめ
本研究では複数 の レプ リコンか ら構成 され るゲノム構造 を持つArcc17616株 のゲ ノム生物学的 な
らび に、分子生物学 的実験系 を確 立 し、機能 的ア ミノ酸生合成遺伝子 のゲノム上の分布 、鉄 レギュロ
ンの解析 を行い、以下の結論 を得た。
1)ATCC17616株 は3.4Mb染 色体上に4ηα4一伽α払創沼 領域 、そ してセ ン トラル ドグマ関連や ア ミノ
酸合成 関連 の遺伝子群 を多数有 しているが、2.5Mb染 色体 にも4η α私」領域や η,oD、 そ して数多 くの
ア ミノ酸生合成 関連遺伝子群が重複 化やpseudogene化 す るこ とな く存在す るとい う他細菌種にない特
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色が認 め られた。 この結果 、ATCC17616株 では副染色体的な25Mb染 色体 が生育に重要な役割 を果
たす とい う特徴 を持つ ことがが見出 された。
2)全 ゲ ノムの塩基配列が決定 された細菌株 で極 めて近縁 なRα13∫oηノα5010ηooθα'74〃」GMI1000株 やE
oθ7700θpαcloJ2315株 と比較 した ところ、個 々の遺伝子配列や遺伝 子ク ラス ター構造 は非 常に類似 して
いたが、そ のゲノム上 の相対的位置 は異 なる場 合が多 く、近縁 な種 間で のゲ ノムの再編成現 象が示唆
され た。
3)本 研 究で取得 した鉄 レギュロンの統括的 レギュ レー ターFurの 遺伝子破壊 株 によ り、網羅 的かつ
系 統的な鉄応 答遺伝子群 の解 明、そ して鉄 による病原 因子発現や細胞 のス トレス応答等 の制御 の全体
像 の提示 のための系が構築 できた。
以上、本研究 に よ り、多重 レプ リコンの構 成原理 の解 明 と、鉄 情報伝達 に よる網羅的 発現ネ ッ トワ
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図7一 般 的 な 細 菌 の 鉄 獲得 系 とFur
細 菌 は 低 分 子 量 高鉄 親 和 性 のslderophoreを 生 合成 し、細
胞 外 で 鉄 と結 合 させ 特 異 的 な レセ プ ター を介 して 取 り
込 む 。 しか し過 剰 な鉄 の取 り込 み は 、細 胞 内 の 酸 素 ス






































































































図12大 腸 菌HI673(pKOM51)と 各 プ ラ ス ミ ドを共 存 させ た場 合 の
β一ガ ラ ク トシ ダー ゼ 活 性.い ず れ もア ラ ビノー ス を添 加 し各 遺伝 子
の発 現 を 誘 導 した 状 態 で 測 定 した 。
白+FeCl3100μM;黒+2・2,一dipyridy1200医M
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論 文 審 査 結 果 要 旨
多 くの細菌種 が複数 の染色体 を有す るこ とが示 され た当初,主 染色体以外 は付随 的な存在 と認識 さ
れ た。近年,微 生物の全 ゲ ノム塩基配列決定 プ ロジェ ク トの進行 に よ り,主 染色体以外 の重 要性が示
唆 されてい るが,実 験的 にそれ が証 明 され た例 は極 めて少 ない。Bκz肋oJ4ε加 属 の細菌 は2か ら4本
の環状 染色体 か らな るゲ ノムを持 ち,且 っ高 い環境適 応能 を示す。 このよ うな特徴 を持 つ菌株 での包
括 的なゲ ノム構造 の解析 とゲ ノム の大規模 で多様 な再編成 の解析 は,細 菌細胞の迅速 な環境適 応 と染
色体進化 の解 明に大 き く寄与す る と期 待で きる。
本博士論文 で研究材料 とした β.膨1言∫vo顧oη∫ATCC17616株 はゲ ノムが3.4Mb,2.5Mb,0.9Mbの3種
の環状染色体 か ら構成 され,4㎜4と 伽oKが 異 なる染色体上 に存在 す る等 の特徴 を持つ 。本研 究者 は
第 一に,機 能的なア ミノ酸生合成遺伝子群 を解析す る ことで各染色体 の構造並び に重要性 について検
討 した。Arcc17616株 か らTn1吻6-RTp'挿 入突然変 異株 を作製 し,栄 養要求性 変異株 を選抜 した。
さらにパル ス フィール ドゲル電気泳動 に よるゲ ノム上の変異部位 の特定 と栄養要 求性遺伝 子の同定 を
実施 した。 ヒスチジ ン生 合成 に必 要な全ての遺伝 子は クラス ター をな して3.4Mb染 色体 上に存 在 して
いた.ト リプ トファン生合成遺伝 子群'ψEGDCは3.4Mb染 色体 上 に位置す る一方 で,∫η・剛 は2.5Mb
染色体 上に存在 した。 さらに2.5Mb染 色体上 には ロイ シン生合成遺伝 子 」εκCDBが 存在 していた。 ア
ル ギニ ン生合成遺伝子 α㎎E,α ㎎Gは それ ぞれ3.4Mb染 色体 と2.5Mb染 色体 上 に,リ ジン生合 成遺伝
子Jy∫Aは25Mb染 色体 上 に存 在 した。 さらに,遺 伝子破壊や相補実験等 によ り,各 遺伝子 は予想機能
を発現 し,重 複化 が存在 しないこ とを証 明 した。以上 の解析 によ り,Arcc17616株 は主染色体的存在
の3.4Mb染 色体上 にア ミノ酸合成 関連 の遺伝 子群 を多数有 してい るが,2.5Mb染 色体 に も数多 くのア
ミノ酸生合成 関連遺伝子群 が重複化やpseudogene化 こ とな く存在す る他細菌種にない特 色を示 した。
一方
,細 胞 内鉄濃 度 の恒 常性維持 は,生 物 の基本 的生命 活動 の維持 に関わ る重要 な問題 で ある。
そ こで本研 究者 は,第 二 に鉄環境変化 に対す る恒常性 維持 をゲ ノム生物学 的観点 で解 明す るこ とをを
冒的 とし,ArCCI7616株 の鉄環境 応答遺伝子群 の包 括的 な発現 調節様式 の解 析 を実施 した。TnMo4-
RTp'挿 入変異株 中か ら鉄代謝統括的 レギ ュ レー ター をコー ドす るルr変 異株 とシデ ロフォア生合成遺
伝 子pvdD変 異株 を取得 した。ルr変 異株 で は,ペ ルオ キシダーゼ とスーパ ーオキシ ドデ ィスムターゼ
(SOD)の 発 現量低下 に起 因す る活性酸 素抵抗 性の低下 と,シ デ ロフォアの恒 常的産生がみ られ た。
ArCC17616株 のSODを コー ドす る∫048のmRNA量 は,酵 素活性 レベル での差違 を反映 して いた。また,
ArCC17616株fur変 異株で は多数の炭素化合物の代 謝能を失 う特色 も見出 され た。
以上 のよ うに本研究 は,β.〃2幽vo澱αη∫ATCCl7616株 の遺伝 情報機 能に相 関 したゲ ノム構 造 につ い
て明 らか に した。 また,鉄 レギ ュロンの統括 的 レプ レッサーで あるFurの 完全破 壊株 を取得 し,そ の
支配下遺伝 子群 な らび に発現調節機構 について の解析 を実施 した。 この結果 は,本 菌のゲ ノムの構造
的動態 と機能 的動態 を解 明 したもので,ゲ ノム の成立過程 と進化 の分子機構 の更な る解析 において極
めて大 きな貢献 を果 たす もの と期 待 され る。 よって審査員一 同は,本 研 究者に博士(農 学)の 学位 を
授与す るに値す るもの と認定 した。
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